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研究成果の概要（和文）： 
カプサイシンが腸管上皮細胞タイトジャンクション(TJ)を可逆的に開放し、物質の透過性を
増すことが示された。私は本知見を難吸収性物質の吸収改善等に応用するため、TJ 開閉機構解
析を行った。以前の検討で明らかにしていた、カプサイシン刺激により活性化する Cofilin を
中心として解析を進めた。その結果、Cofilin の上流に存在すると考えられる候補タンパク質や、
Cofilin が直接作用するアクチン細胞骨格とそれに付随するタンパク質群の変動を明らかにす
ることができた。またカプサイシンにより透過性が上昇する物質についても知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously found that capsaicin induces tight-junction (TJ) opening accompanied 
with cofilin activation in intestinal Caco-2 cells. In order to clarify the mechanism 
underlying the TJ opening action of capsaicin, I analyzed upstream and downstream of 
cofilin. As a result, I found proteins suggested to function leading to cofilin activation. 
In addition, I demonstrated that actin cytoskeleton, that is a direct target of cofilin, is 
remodeling together with some other proteins. I also investigated molecules which 
permeability is increased by capsaicin. 
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１．研究開始当初の背景 
腸管吸収には主に二つの経路が存在する。
一つは特異的なトランスポーターを介して
細胞膜を横切って運ばれる細胞内経路であ
り、もう一つは主に親水性分子や低脂溶性薬
剤の吸収に使われていると考えられている、
細胞と細胞の間をすり抜ける細胞間経路で
ある（下図）。この細胞間経路を介した物質
の透過性に重要なのが、腸管上皮タイトジャ
ンクション（Tight Junction: TJ）である。腸
管上皮TJは体外からの異物の侵入を防ぐバ
リア機能を担う一方で、難吸収性物質の低吸
収の一因でもある。このためTJを介した吸収
亢進システムの開発は、低バイオアベイラビ
リティー薬剤の適用範囲を広げ、患者の
Quality of Lifeの向上に繋がる。しかしながら
TJの開閉の詳細な分子機構やその制御法は
明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
腸管上皮モデル系を用い、トウガラシの辛
味成分であるカプサイシンが可逆的にTJを
開放し、物質の透過性を増すことが示された
（ Isoda, H. et al., Cytotechnology 36, 
155-161 (2001)）。私はこのカプサイシンの
作用が腸管吸収促進剤として応用可能であ
ると考え、その作用機構解析を行ってきた。
その結果、カプサイシン刺激により細胞内
Ca2+濃度の上昇が見られること、TJの開放に
はアクチン結合タンパク質であるCofilinの
脱リン酸化が関与していることを明らかに
した（Nagumo, Y. et al., Biochem  Biophys. 
Res. Comm. 355, 520-525 (2007)）。しかしな
がら上記現象がTJを開く機構については依
然不明である。そこで本研究はカプサイシン
が腸管上皮モデルの物質透過性を上昇させ
る点に着目し、TJ開放シグナル伝達機構の総
括的な理解を目指す。 
.
 
３．研究の方法 
これまでに明らかになっている四点、１）
カプサイシン刺激、２）Ca2+イオンの流入、
３）Cofilin 脱リン酸化によるアクチン骨格変
動、及び４）TJ 開放の、詳細な解析を行う
とともに、相互の関係を結ぶ分子機構を解明
することが必要になる。そこで、I）腸管上皮
細胞におけるカプサイシン認識/Ca2+イオン
流入の解析：TRPV1 様分子についての基礎
研究、II）Cofilin の脱リン酸化につながるシ
グナル伝達経路の解明、III）アクチン骨格変
動に伴う TJ 構成タンパク質変動解析、の研
究を平行して行った。 
 
４．研究成果 
平成２１年度は I）については TRPV1 様
分子を培養細胞に導入する検討を行いその
発現を確認した。II）については、阻害剤を
用いた検討により Cofilin の上流に存在する
と考えられる因子を探索した。III）について
は、TJ 構成タンパク質を免疫蛍光染色し、
顕微鏡で各タンパク質の局在変動を追跡し
た。以上の解析から TJ 開放シグナル伝達機
構解明につながる糸口を見出せた。 
また一連の検討を行う上で問題であった、
Caco-2 細胞がトランスフェクションされづ
らく、単層状に培養するのに時間がかかる点、
TER による透過性測定が煩雑である点の解
決を検討した。より培養時間の短い MDCK
細胞を用い、蛍光ラベルした透過物質による
透過性測定系を作り、カプサイシンによる透
過性上昇の確認を行い、測定法の簡便化に成
功した。これにより透過性が上昇する物質の
特性についても知見を得た。     
平成２２年度は各機構の連携について重
点的に解析を進めた。まず、昨年度の I)~II) 
の解析により得られた Cofilin 脱リン酸化に
関与する候補分子を遺伝子導入する実験等
を行い、Cofilin の脱リン酸化に関与するポテ
ンシャルを確認した。III）のアクチン骨格変
動については、アクチンの状態変化に着目し
た解析により、骨格変動と Cofilin の働きを
結びつける結果が得られた。また TJ 構成タ
ンパク質変動解析については、これまでの二
次元平面での観察に加え、細胞の極性を反映
する三次元での観察を行った。その結果、TJ
構成タンパク質とアクチンの新たな変動を
見出すことができた。昨年度～上記の解析を
考えあわせることにより、アクチン状態変化
及びTJ構成タンパク質変動がTJ開放＝物質
透過性上昇に関係する可能性が示された。そ
こで TJ 構成タンパク質について詳細な解析
を行ったところ、新たな知見を得ることがで
きた。 
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